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RESUMO

O glifosato ¢ um dos agrotoxicos mais utilizados mundialmente. Tanto o glifosato
como o AMPA sdo soliveis em agua e pouco soluveis em solventes organicos. Este
trabalho validou a determinacao de glifosato e AMPA, utilizando pré-concentracio para
permitir a extragao destes dois compostos de matrizes aquosas ambientais no nivel de
partes por bilhdo (ug L™). Os dois compostos, glifosato e AMPA, podem ser isolados da
agua por complexacdo em resina quelante na forma férrica (Chelex Fe III), seguida de
eluicdo dos compostos com acido cloridrico e eliminagdo do ferro em resina de troca
anionica.

A analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), por troca catidnica,
utilizando cromatografo equipado com sistema de reagdo pos-coluna com OPA (o—
ftalaldialdeido)) MERC (mercaptoetanol) e detector de fluorescéncia mostrou ser
bastante eficiente.

Foram estabelecidos para o sistema analitico os limites de deteccdo, a linearidade de
resposta para a faixa de concentragao de interesse, como também foram estabelecidos os
limites de quantificagdo e testes de recuperacdes analiticas. Esses resultados indicam
que o método preenche os critérios de aceitabilidade para determinagdo de residuos de
glifosato e AMPA na matriz aquosa. A validagdo para agua foi efetuada no intervalo de
concentracdo de 1 a 80pg L. Para 500ml de 4gua a sensibilidade do método foi de lug
L. A recupera¢io média de glifosato e AMPA em 4gua na faixa de 1-80ug L™, foi de
74,0+4,5 e de 67,0+£6,6 respectivamente.

INTRODUCAO

O glifosato ¢ um herbicida ndo seletivo e de pos-emergéncia, muito utilizado na
agricultura para o controle de ervas daninhas anuais e perenes. Este uso amplo ¢
justificado pela baixa toxicidade para mamiferos, embora atualmente haja descri¢do de
efeitos secundarios afetando as fungdes reprodutivas em animais (Cicalo et al., 1996). A
efetividade do glifosato como herbicida ¢ parcialmente devida a sua natureza quimica:
alta solubilidade em agua (11,6g L' a 25°C ¢ estavel a hidrolise em pH 3; 6 ¢ 9 (5—
35°C)); insolubilidade em solventes organicos; comportamento complexo e similar aos
amino acidos e amino agucares naturais (Cicalo et al., 1996), portanto apresentando alta
polaridade. No solo e agua ¢ rapidamente degradado tendo como resultado a producdo
do metabolito acido amino metilfosfonico (AMPA). O glifosato sofre fotodegradagdo na
agua em condi¢des naturais (Tomlim, 2000). Entretanto, sdo estas propriedades que
também tornam a andlise de glifosato, e do metabolito AMPA, bastante dificeis quando
presentes em niveis residuais em uma variedade de matrizes ambientais.



A derivatizagdo com o—ftalaldialdeido (OPA) apds separagdao em coluna de troca
cationica foi proposta por Moye et al., (1983) e modificagdes deste método foram
apresentadas. A Agencia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA) filtram as
amostras de 4gua e injetam diretamente no cromatdgrafo, fazendo posterior
derivatizacdo com OPA/MERC. A desvantagem deste método ¢ a falta de um processo
de extracdo, pois teores elevados de sais podem danificar a coluna de troca cationica,
sendo o limite de detec¢do do método de 6 a 9ug L™ (Mallat & Barceld, 1998).

Neste trabalho propomos a determinacdo de glifosato ¢ AMPA em 4aguas naturais
pelo uso de uma etapa de pré-concentragdo em coluna de complexacdo que permite a
separagdo de sais bem como o enriquecimento dos compostos, atingindo niveis de
partes por bilhdo (ug L™).

MATERIAL E METODOS
1. Amostras

Agua destilada e amostras de agua de 3 rios, proximos a areas agricolas com uso
conhecido de glifosato, foram coletadas e utilizadas ao longo deste trabalho. Todas as
amostras recebidas para o monitoramento dos residuos foram conservadas em freezer a -
20°C até o momento da analise.

2. Equipamentos e condicdes cromatograficas

As amostras foram analisadas em cromatografo liquido marca Shimadzu com
amostrador automatico, SIL-10 A; bomba para HPLC, LC-10AD; forno para coluna
cromatografica, CTO-10A; bombas para reagdo poés-coluna, Eldex; forno para reagdo
pos-coluna; detector de fluorescéncia, RF-535; processador Class- LC 10. Coluna para
HPLC: Aminex A-9, forma potéssica, 300 x 4,6 mm d.i. e 150 x 4,6 mm d.i., Bio Rad
Laboratories. Ao sistema estava acoplada uma valvula de 6 vias desviadora de fluxo,
Valco. Tubos de aco em espirais para reagao (solu¢dao oxidante 3.0m de comp. X 0.02”
d.i. x 1/16” d.e.; solugdo de OPA/MERC, 3.0m comp. x 0.02”d.i. x 1/16”d.e.).

Temperatura das colunas: 50°C; temperatura da espiral de reagdo com oxidante:
38°C; fluxo da fase movel: 0,5mL min™'; fluxo da solucdo oxidante: 0,2mL min™'; fluxo
da solu¢ao de OPA: 0,4mL min'l; volume injetado: 100uL; detector: comprimento de
onda de excitagdo: 350nm; comprimento de onda de emissdo: 440nm.

3. Reagentes

Padrdes analiticos de glifosato e AMPA, pureza 99,9%, cedidos pela Monsanto do
Brasil. Resina Chelex®-100, 100-200mesh forma soddica; resina AGl- X8, 200-
400mesh, forma cloreto, lavada trés vezes com agua deionizada; acido cloridrico
concentrado; 4cido fosforico 85%:; cloreto de sodio; hidroxido de potassio; hidroxido de
sodio e acido borico foram grau analitico; cloreto férrico hexahidratado; 2-
mercaptoetanol; 1,2- dicarboxaldeido ftalico foram grau reagente; cloroférmio, grau
residuos; dihidrogénio fosfato de potassio 99,99%, e metanol grau HPLC; hipoclorito de



calcio com 65% de cloro disponivel; 4gua deionizada e solugdes de acido cloridrico 6N,
0,2N, 0,1N e 0,02N.

Solugdes padrao de glifosato e AMPA, para cromatografia e para as fortificagoes,
foram preparadas em agua deionizada a partir de diluigdes de uma solucdo estoque de
1000pg mL™. Foram pesadas diretamente em frascos de boca larga, de 20mL, 0,0100g
de glifosato ¢ 0,0100g de AMPA e adicionados 10mL de dgua deionizada com ajuda de
uma pipeta volumétrica.

Resina Chelex® na forma férrica: 500g da resina Chelex®—100, forma sodica,
suspensa em 1L de 4gua deionizada, sendo entdo adicionados 25mL de acido cloridrico
6N e 500mL de solu¢ao de cloreto férrico 0,1N. Apos agitagao e sedimentacao da resina
a fase aquosa foi decantada. Esta operacgdo foi repetida por mais duas vezes e a resina
foi lavada com dgua deionizada e armazenada em frasco ambar.

Fase movel para HPLC: 0,005M de dihidrogénio fosfato de potassio, 4,0% de
metanol em agua deionizada, pH 2,1, ajustado com acido fosforico concentrado.

Solucdo oxidante de hipoclorito de calcio: Foram pesados 1,36g de dihidrogénio
fosfato de potassio, 11,6g de cloreto de sodio e 0,4g de hidroxido de sodio e dissolvidos
em 500mL de 4gua deionizada. A essa solucao foram adicionadas 20,0mg de hipoclorito
de célcio dissolvido em 50mL de agua deionizada. O volume foi acertado para 1,0L
com agua deionizada e a solu¢ao filtrada por membrana de nylon de 0,45um.

Solugdo de OPA/MERC: Foi preparado 1L de uma solucdo de acido borico 0,4M e
o pH ajustado para 10,40 + 0,02 usando solugdo de hidroxido de potédssio 45%. A
solucao foi filtrada em membrana de 0,45um e cerca de 700mL dessa solugdo foram
transferidos para um frasco volumétrico de 1L. A esta foi adicionada uma solugdo de
800,0mg de 1,2-dicarboxaldeido ftalico dissolvido em 10mL de metanol e 2mL de 2-
mercaptoetanol, o volume do baldo foi completado com acido borico 0,4M.

4. Procedimento

500mL de amostra de agua, pH acertado para 4,0, com solucdo de hidroxido de
sodio 1IN foram aplicados em colunas de vidro contendo 15ml de resina Chelex®-
Fe(III). As amostras foram eluidas a um fluxo de 6mL min™' e as colunas lavadas com
100,0mL de HCl1 0,2N. O glifosato e o AMPA foram entdo eluidos com aliquotas de
3,0mL e 4,0mL de HCl 6N, e os volumes de eluicdo foram, até este ponto, todos
descartados. Os eluatos subseqiientes de trés porgdoes de 5,0mL de HCl 6N foram
recolhidos e adicionados de 10,0mL de HCI concentrado. Os extratos homogeneizados
foram aplicados em 8cm de resina AG1-X8, contida numa coluna de Iecm d.i. x 32cm de
comprimento, previamente lavada com trés por¢des de 5,0mL de HCI 6N. Os extratos
foram recolhidos em baldes de 125,0mL e a coluna foi lavada com porcdes extra de
2,0mL e de 8,0mL de HCI 6N. As amostras foram concentradas a secura sob vacuo em
evaporador rotatorio, a temperatura de 60°C e o residuo dissolvido em 5,0mL de fase
movel. Apds filtragdo por membrana de 0,45um, as amostras foram analisadas por
HPLC.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Em fungdo das caracteristicas quimicas do glifosato ¢ AMPA foi testada a
possibilidade de sua andlise em 4gua envolvendo a concentracdo a vacuo das amostras,
em presenca de K;HPO4 (Miles et al., 1986). Este método direto de andlise foi aplicado
para um nivel de concentragcdo de 100ug L. Nas condi¢des testadas (Tabela 1) foram
obtidas recupera¢des muito boas para o glifosato, (Rio 1: 93%, Rio 2: 91% e Rio 3:
88%), equivalentes aos valores obtidos com agua destilada. Porém foram observados
problemas analiticos com a determinagdo cromatografica do AMPA que ndo foi

recuperado nas dguas ambientais.

Tabela 1. Resultados da comparacdo dos métodos na recuperagio de glifosato e AMPA de amostras de

4gua (80ug L.

Amostra de agua

Método direto (%)

glifosato  AMPA

Destilada pH 7 88
Destilada pH 11 91
Destilada com K;HPO4 pH 7 96
Destilada com K;HPO, pH 11 92
Amostra ambiental

Rio 1 93

Rio 2 91

Rio 3 88

*distor¢do de resposta; NR ndo recuperado

Em um experimento controle utilizando padrao foi variada a concentragdo de
K,HPO4 de 0 até 0,02M, observando-se que até a concentragdo de 0,005M de K,HPO4
ndo houve problemas de distor¢ao de resposta na determinagdo do AMPA (Figura 1).
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Figura 1. Distor¢do da resposta de AMPA com o aumento da molaridade de K,HPO,

Provavelmente a falta de recuperacdo de AMPA, nas amostras ambientais quando
utilizado o método direto, pode ser devida a presenca de excesso de sais nas aguas
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amostradas. A regido em que foram coletadas estas amostras apresenta normalmente
elevado teor de sais nas aguas. Em funcdo disto foi utilizada a resina de complexagdo
Chelex-100.

O método de complexacdo, para essa mesma faixa de concentragdo, forneceu
recuperagdes menores, porém ainda dentro de limites aceitaveis (Tabela 1).

Nao existe, para o glifosato, um valor de tolerancia para qualidade de 4gua. Com
isto procurou-se atingir o limite de quantificacio de 1-10pg L. ¢ a detecgdo dos
compostos neste nivel requer que se utilize grande quantidade de amostra. Desse modo
optou-se por determinar glifosato ¢ AMPA por enriquecimento em resina de
complexagdo para o monitoramento de 4guas ambientais (Tabela 2).

Tabela 2. Recuperacdo de glifosato e AMPA de amostras de agua ambiental por complexagdo em resina
Chelex-100.

Nivel de Recuperacdo de | Recuperagdo de
fortificagao glifosato AMPA
(el™h) (%) (%)
80 74+4.,9 67+8,7
10 76+4,5 67+5,9
5 74+5,3 63+6,5
1 76 65

Média de duas a oito determinagdes

A estabilidade dos compostos foi testada fortificando com glifosato ¢ AMPA,
amostra de agua de rio e, armazenando em geladeira a 10°C, durante trés meses. Apos
esse tempo a amostra foi analisada ndo sendo observada perda de glifosato ou AMPA.
As recuperacdes dos compostos, glifosato (80%) e AMPA (77%), foram equivalentes as
recuperacdes obtidas com amostras recém fortificadas. Este controle permitiu saber
quanto tempo podemos manter as amostras estocadas durante um projeto de
monitoramento de d4guas ambientais.

O método foi utilizado no monitoramento de dgua de rios coletadas nos meses de
margo, abril, maio, junho e julho. Estas amostras foram analisadas e ndo apresentaram
residuos de glifosato ou AMPA até o limite de 1pg L', com exce¢do de uma onde foi

detectado glifosato (16pg L™).

A Figura 2 mostra o cromatograma de 5 amostras de rio comparadas a amostra
fortificada em 10pug L™ e ao padrio de 0,75ug mL™. Isto demonstra a alta sensibilidade
alcangada com o enriquecimento das amostras.



Figura 2. Cromatogramas de amostra de 4gua de rio.
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